Schistosoma mansoni: experimental infection of mice through the ear and estimation of skin parasitism by Gerken, Sílvia E. et al.
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R E S U M O 
No presente trabalho, desenvolveu-se método de infecção de camundongos 
através da orelha e de recuperação de esquistossômulos resultantes dessas in¬ 
fecções. Cerca de 80% das cercarías postas em contacto com orelhas de camun-
dongos penetraram. Destas, 30% foram recuperadas. como vermes adultos, do 
sistema porta. Da pele (das orelhas) as maiores recuperações de esquistossô-
mulos ocorreram nos dois primeiros dias após a infecção. Os parasitas per-
maneceram nesse sítio por dois dias. No terceiro dia, os parasitas foram re-
cuperados tanto da pele como dos pulmões. A partir do 4.° dia, foi predomi-
nante a recuperação de esquistossômulos ao nível dos pulmões. Do total de 
parasitas que potencialmente atingiriam o sistema porta, proporção elevada 
(73-80%) pode ser recuperada da pele, no segundo dia após a infecção, como es-
quistossômulos. 
Revelando-se apropriadas ao acesso, à migração no hospedeiro e às técnicas 
de recuperação de parasitas, sugere-se que orelhas de camundongos podem ser 
utilizadas como sítio de infecção para estudos que visem a análise parasitoló-
gica dos eventos iniciais da infecção em animais normais ou imunes. 
UNITERMOS: Esqustossomose experimental do camundongo; S. mansoni — In-
festação experimental. através da orelha; Recuperação de esquistossômulos. 
I N T R O D U Ç Ã O 
Avaliação da imunidade de camundongos 
ao Schistosoma mansoni tem sido determinada 
comparando-se a recuperação de parasitas pro-
venientes de uma infecção em animais já pa-
rasitados (infecção secundária) com a recupe-
ração de parasitas de uma infecção provocada 
em animais normais (infecção primária). Com 
maior freqüência, infecções para avaliação de 
imunidade são feitas através da cauda4-5-16 ou 
do abdomen i4,i8,is,20
 e as recuperações dos pa-
rasitas delas resultantes efetuadas dos pul-
mões 5,4,14,18,22 ou do sistema porta 4-i6,i9. 
Em 1980, SMITHERS & G A M M A G E » . 
após incubarem com colagenase fragmentos de 
pele parasitada, verificaram redução do núme-
ro de esquistossômulos recuperados da pele 
do abdomen de camundongos imunes 48 ho-
ras após a infecção secundária. Manifestação 
tão precoce de resistência a xeinfecção tornou 
relevante o estudo da imunidade adquirida nos 
períodos iniciais da infecção secundária e, em 
conseqüência, tornou também necessário o de-
senvolvimento de metodologias de infecção ex-
perimental e de recuperação quantitativa de 
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parasitas da pele, para facilitarem o estudo dos 
eventos que ocorram nesse local imediatamente 
após o hospedeiro ter sido exposto às formas 
infectantes. 
Neste trabalho, foram investigados alguns 
aspectos da ínfecção experimental de camun-
dongos normais através da orelha, assim como 
a quantificação do parasitismo nesse sitio, com 
objetivo de desenvolver essas metodologias. 
MATERIAL E MÉTODOS 
Cercarías 
Cercarlas do S. mansonl (cepa LE, Belo 
Horizonte, MG, Brasil) foram obtidas de Biom-
phalaria glabrata mantidos em laboratório e 
concentradas segundo técnica de GAZZINELLI 
et a l . « . 
ínfecção de camundongos 
Foram utilizados camundongos C57 BL/10 
de nossa colônia, normais, machos, com 50-60 
dias de idade no início dos experimentos. 
A Ínfecção dos camundongos se deu por 
exposição de uma das suas orelhas a um nu-
mero conhecido de cercarlas, segundo técnica 
de GERKEN et al. 9 , que é ilustrada nas Figu-
ras 1 e 2 e sumariada em seguida. Preliminar-
mente, foram feitos numa tábua, orifícios com 
1,3 cm de diâmetro em cada um dos quais foi 
afixado por pressão, um "batoque" (artefato 
de poliestireno com 1,5 cm de diâmetro e 1,0 
cm de profundidade, em geral usado para tam-
par garrafas; aqui, o "batoque" foi destinado 
a funcionar como recipiente ou "poço" para 
conter a suspensão cercariana). Camundon-
gos, previamente anestesiados por aplicação 
por via intraperitoneal de 120 mg/kg de Diem-
pax (Lafi — Usafarma, São Paulo) e, dez mi-
nutos após, com aplicação de 35 mg/kg de 
Nembutal (Abbott, São Paulo), eram presos 
na tábua acima descrita de modo que uma de 
suas orelhas ficasse imersa numa suspensão 
de 250-350 cercarlas aplicadas a cada poço (cer-
carías aplicadas ou C A ) . Decorridos de 15 a 
60 minutos de contacto com as cercarías, os 
camundongos eram removidos da tábua e 
transferidos para gaiolas, onde eram mantidos 
até o momento de recuperação dos parasitas. 
Fragmentos de orelhas infectadas de camundongos eram 
depositados sobre a leia de arame, em contacto com a 
solução de incubacão, contida no béquer. Após quatro 
horas de incubacão a i ' 'c. procedíase a obtenção dos <••• 
quistossômulos. que migraram doa íragmentos para a so-
lução de incubacão. 
Realizada a infecção, coletava-se o conteúdo 
de cada poço, para contagem dos corpos cer-
carianos e cercarías íntegras que, somados, 
correspondiam as cercarías que não penetra 
vam ( C N P ) . Procedia-se então ao cálculo das 
cercarías que penetraram (CP>, que, expresso 
em porcentagem, era feito usando-se a seguin-
te fórmula: 
CA — CNP 
CP ( % ) = X 100 
CA 
Recuperação dos parasitas 
As recuperações dos esquistossômulos das 
orelhas infectadas foram realizadas nos pe-
ríodos de põs-infecção indicados em cada ex-
perimento, de acordo com a técnica anterior-
mente descrita 9, adaptada de técnicas de ob-
tenção de esquistossômulos pulmonares 3. A 
orelha infectada do camundongo mantido son 
anestesia era removida cirurgicamente e trans-
ferida para suporte de máquina apropriada pa-
ra obtenção de fragmentos com cerca de 300 
micrómetros (The Mickle Laboratory Eng. Co., 
Surrey, Inglaterra). A fim de facilitar a obten-
ção de fragmentos, cobria-se cada orelha com 
um pedaço de plástico fino (Zapp — Vulcan, 
São Paulo). Os fragmentos eram incubados a 
37°C, por quatro horas, em salina de Earle 
tamponada com Hepes (20 mM) em pH 7.4, e 
ainda contendo: 0,5% de hidrolisado de lacto-
albumina, uma unidade/ml de estreptomicina 
e uma unidade/ml de penicilina (solução de 
incubação). Para a incubação, utilizava-se o 
dispositivo exposto na Figura 2. Ele consis-
te de um frasco de vidro, com ambas as ex-
tremidades vazadas, estando uma delas reco-
berta por uma tela de arame (cujos orifícios 
tinham diâmetro de 200 micrómetros) e presa 
a suportes de plástico. Este dispositivo era 
colocado em um béquer de 50 ml contendo cer-
ca de 10 ml da solução de incubação. Os para-
sitas migravam dos fragmentos de tecidos de-
positados na tela de arame para a solução de 
incubação, de onde eram reconhecidos e con-
tados. Para isto, a solução de incubação era 
transferida para tubo de centrífuga, centrifuga-
da e decantada. Ao sedimento, adicionavam-se 
duas gotas de solução 0,2% de vermelho neu-
tro, que cora os esquistossômulos*. Para con-
tagem, o sedimento era transferido para lâmi-
na de plástico com fundo quadriculado e exa-
minado ao microscópio de inversão (WILD M40, 
Suiça). Para efeito de comparação, parasitas 
eram também recuperados dos pulmões — por 
técnica de SHER et al . I S , modificada por COR-
REA-OLIVEIRA et al.p — e do sistema porta, 
por perfusão, usando-se técnica de PELLEGRI-
NO & SIQUEIRA" . 
RESULTADOS 
Cerca de 80% das cercarías penetram na 
orelha de camundongos normais, quando pos-
tas em contacto com esse órgão por 45 minu-
tos. Destas, 30% são recolhidas do sistema 
porta como vermes adultos, no 40° dia de in-
fecção (Tabela 1). Isto implica que a orelha 
de camundongo é um sítio que pode ser utili-
zado para provocar infecções experimentais 
viáveis com o S. mansoni. 
A Tabela 2 mostra que se recuperam es-
quistossômulos da pele incubando-se fragmen-
tos do tecido em solução salina de Earle enri-
quecida com hidrolisado de Iactoalbumina. Es-
sa recuperação é todavia menor que a recupe-
ração de vermes obtida do sistema porta. 
A Figura 3 mostra que as recuperações de 
esquistossômulos de fragmentos da orelha são 
mais elevadas nos primeiro e segundo dias (23% 
e 21%, respectivamente), declinando a partir 
daí para apenas 1% no 5.° dia. Estudou-se o 
tempo em que os parasitas permanecem no sí-
tio de penetração. Para isto, camundongos fo-
ram infectados por uma de suas orelhas, que 
eram removidas em dias sucessivos após a in-
fecção, até o quarto dia. Decorridos cinco dias 
da infecção, os camundongos eram sacrifica-
dos e obtinham-se esquistossômulos dos pul-
mões. Como mostra a Figura 4, não foram re-
cuperados parasitas dos pulmões dos animais 
cujas orelhas foram removidas até dois dias 
após a infecção; remoção a partir do terceiro 
dia não impediu a migração dos parasitas pa-
ra os pulmões, que já ocorreu quase totalmen-
te no quarto dia da infecção. Disto se infere 
que os parasitas permanecem no local da in-
fecção por pelo menos dois dias, após o que 
começam sua migração para os pulmões. 
Fez-se tentativa de obter esquistossômulos 
da pele e dos pulmões dos mesmos animais 
nos dias que se sucedem à infecção. A Figura 
5 mostra que no primeiro e segundo dias re-
cuperou-se esquistossômulos somente das ore-
lhas, mas não dos pulmões. A partir do quar-
to dia, é predominante o número de parasitas 
recuperados dos pulmões. Os dados contidos 
na Tabela 3 referem-se a experimento no qual 
tentou-se padronizar o tempo de exposição a 
cercarías que favorece infecções mais elevadas. 
Como pode ser visto nessa Tabela, infecções 
mais elevadas são obtidas a partir de 45 mi-
nutos de contacto das orelhas com a suspensão 
cercariana. 
DISCUSSÃO 
No presente trabalho, buscou-se desenvol-
ver um método simples de infectar camundon-
gos através da pele, uma vez que ela é o sí-
tio onde morre a maior parte das cercarías que 
penetram no organismo 1 9 . Por outro lado, é 
também importante desenvolver método de ob-
tenção de esquistossômulos resultantes dessa 
infecção para que se possa analisar os eventos 
que ocorrem no período inicial da infecção pe-
lo S. mansoni e que conduzem à redução local 
do parasitismo. 
A infecção através da orelha dispensa al-
gumas operações preparatórias do sítio de in-
fecção, destacando-se a depilação que se faz 
com auxílio de lâminas apropriadas 2°. As ope-
rações adicionais podem também afetar com-
ponentes da epiderme que se supõem possam 
estar envolvidos na resistência à penetração 
das cercarías 7. De fato, a infecção através da 
orelha demonstra ser menos eficiente que aque-
la que se faz através da pele depilada do ab-
domen; enquanto nesta penetram 90% das cer-
carías (dados não publicados) através da ore-
lha penetram 80% (Tabelas 1 e 2 ) . 
É importante ressaltar que, em várias in-
fecções experimentais, parte das cercárias não 
é capaz de penetrar na pele doa hospedei-
ros 12,19. £m nossos experimentos, 20% das 
cercárias (10 a 31%) não penetraram nas ore-
lhas dos camundongos, mesmo após contacto 
por 50 minutos (Tabelas 1 e 2). Ferda de in-
fectividade poderia contribuir para esses re-
sultados uma vez que cerca de 3 horas sepa-
ram o início de eliminação das cercárias pelos 
caramujos e a infecção das orelhas de camun-
dongos. Desde que as cercárias apresentam, 
quando livres, extraordinária atividade e vi 
vem às custas de suas próprias reservas de gli-
cogênio 1 é aceitável que esse período, separan-
do a saída das larvas dos moluscos e seu con-
tacto com o pele do hospedeiro, influencie em 
sua capacidade de penetração. Por outro lado, 
a penetração das larvas deve ser dificultada pe-
la barreira constituída pelas camadas superfi-
ciais da epiderme. Recentemente, FUKUYA-
MA & cois. 7 sugeriram que as células epidér-
micas funcionariam não somente como um 
obstáculo mecânico mas, também, como uma 
barreira química à invasão cercaríana, uma 
vez que purificaram dessas células uma subs-
tância que inibe o efeito das proteinases se-
cretadas pelas glândulas pré-acetabulares. 
A penetração das cercarías na pele é rápi-
da e parece não se elevar quando hospedeiro e 
formas infectantes permanecem em contacto 
por mais que 45 minutos (Tabela 3) . Dessa pe-
netração (74-90%) resulta uma infecção na 
qual o parasita atinge seu estádio final de de-
senvolvimento e, como tal, é recuperado do sis-
tema porta (22-39%) em níveis comparáveis 
aos obtidos de animais infectados por outros 
sítios 12,14,19. Dessa maneira, a infecção atra-
vés da orelha parece-nos ser, do ponto de vis-
ta parasitológico, método simples e confiável 
para produção de infecção experimental de ca-
mundongos. 
Com relação à recuperação do S. mansoni, 
verificamos ser possível obtenção de parasitas 
(Tabela 2, Figura 3) a partir da incubação de 
fragmentos de tecidos em um meio salino en-
riquecido com hidrolisado de lactoalbumina de 
maneira semelhante à usada para obtenção de 
esquistossômulos dos pulmões 3 — o que re-
presenta modo mais simples que o método de 
SMITHERS & GAMMAGE K . 
No segundo dia após a infecção, foram ob-
tidos da pele de camundongos infectados cerca 
de 26% das formas que penetraram (Figura 3, 
Tabela 2) . Essa proporção é um pouco me-
nor que a obtida do sistema porta (33%) o 
que seria explicável pela possível segmentação 
de parasitas durante a obtenção de fragmen-
tos de tecidos, que perderiam assim sua ca-
pacidade migratória para a solução de incuba-
ção. Ainda assim, é possível verificar-se que 
apenas proporção variando entre 20 e 30% das 
larvas que penetraram pode ser recuperada 
da pele, logo após a infecção; a maior parte 
dos parasitas que penetram no hospedeiro não 
é recuperada nos animais infectados 1^» nem 
visualizada no sítio da infecção por observa-
ção histológica 1 1. Esses resultados têm sido 
atribuídos à elevada mortalidade que poderia 
estar ocorrendo na pele, nas primeiras horas 
após a infecção 10,12,19, possivelmente devido à 
exaustão de suas reservas energéticas 2 ou por 
mecanismos "inespecíficos" de defesa do hos-
pedeiro 9 . Recentemente, porém, MANGOLD & 
D E A N 1 9 responsabilizaram um sítio pós-pul-
monar pela eliminação dos esquistossômulos 
nos hospedeiros normais. 
Na pele da orelha, uma elevada porcenta-
gem dos parasitas aí permanece por dois dias 
após a infecção (Figuras 3 e 4 ) . Da pele do 
abdomen e da cauda os esquistossômulos co-
meçam a migrar para os pulmões no segundo 
dia após a infecção. Aí se acumulam, alcan-
çando quantidade mais elevada nos quinto e 
sexto dias e redução no número de parasitas 
nos dias subseqüentes1S. De maneira semelhan-
te, nossos resultados mostram os esquistosômu-
Ios iniciando a migração no segundo dia, chegan-
do aos pulmões no período compreendido en-
tre os segundo e quinto dias e apresentando 
maior recuperação no sexto dia. A brusca re-
dução que se observa no dia posterior traduz 
o trânsito de um grande número de esquistos-
sômulos para o sistema porta (Figura 5 ) . 
A observação de que os parasitas permane-
cem no sítio da infecção por dois dias torna 
o período de zero a dois dias próprio para o 
estudo de eventos imunoparasitológicos que 
envolvam a relação parasito-hospedeiro nos 
momentos iniciais da infecção. 
Nossos dados, como também estudos pré-
vios 12,19 revelam que somente parte dos para-
sitas que penetram na pele de camundongos 
normais é recuperada como vermes adultos no 
sistema porta. Os resultados da Tabela 2 nos 
mostram que do total de parasitas que atinge 
o sistema porta, elevada proporção (73-80%) 
é passível de ser recuperada da pele como es-
quistossômulos. Por essa elevada proporção, 
é possível explorar-se o índice de recuperação 
de parasitas de orelhas como parâmetro para-
sitológico indicativo de efeitos de resistência 
ocorrendo tanto em animais normais quanto 
em animais imunes. 
Os resultados sugerem que orelhas de ca-
mundongos sejam locais adequados ao aces-
so das cercarías no hospedeiro e à migração 
dos esquistossômulos. Revelándose, também, 
apropriadasa técnicas de recuperação de para-
sitas, poderão ser utilizadas como modelo ex-
perimental para estudos que envolvam imuni-
dade cutânea de camundongos ao S. mansoni. 
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SUMMARY 
Schistosoma mansoni: experimental infection 
of mice through the ear and estimation of 
skin parasitism. 
A method is presented to recover schisto¬ 
somula from the skin of ear infected mice. 
About 80% of the cercariae applied to the ear 
were able to penetrate the mouse skin and 30% 
of them were recovered from the portal sys-
tem as adult worms. The best recovery of 
larvae from the ear occurred in the two days 
that follow the penetration. From the 3rd day 
on, parasites were recovered both from skin 
and lungs and on the 4th day they were already 
found mainly in the lungs. From 73 to 80% 
of the parasites eventually found in the portal 
system can be recovered as schistosomula from 
the skin on tjhe 2 n d day of infection. 
The use of the mouse ears is suggested for 
the parasitolqgical analysis of the initial events 
of the S. mansoni infection both in normal and 
in immune animals, for they are very conve-
nient to the cercarial access and to the use of 
methods of study of migration and recupera-
tion of the larvae. 
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